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Zusammenfassung 



Hypen/erzweigte Starkefraktionen, Verfahren zu ihrer Herstellung und aire Konjugate mit 
pharmazeutischen Wirkstoffen. 



Hyperverzweigte. vollstandig metabollslerbare Starkefraktionen zur Konjugatlon an 
pharmazeutische Wirkstoffe zur Verbesserung ihrer Pharmakokinetik und Herabsetzung 
von ihren Nebenwirkungen sind bislang nur durch aufwendige enzymatische Verfehren 
herzustellen. 

Es soil ein neues Verfahren zur Herstellung niedermolekularer Fraktlonen solcher 
Verbindungen gefunden werden, das einfacher und kostengOnstlger ist als die bislang 
beschriebenen Verfahren. 



2.2 Die Aufgabe wird dadurch gelost, daft hyperverzweigte, niedermolekulare. vollstSndig 
metabolisierte Amylopektln-Abbaufraktionen. die zur Kopplung an pharmazeutische 
Wirkstoffe geelgnet sInd, dadurch erhalten werden. dafi man pflanzliches Amylopektin in 
efnem ersten Schritt durch Saurehydrolyse oder a-Anr»ylase-Abbau auf ein Molekular- 
gewlcht< 60.000 Dalton abbaut und in einem nachgeschalteten zweiten Schritt die 
erhaltenen Fraktlonen durch p-Annylase zu den Grenzdextrinen welter abbaut. 

2.3 Verbessertes Verfahren zur Herstellung vollstandig metabollsierbarer. niedermolekularer 
Abbaufraktionen des Amylopektins zur Kopplung an pharmazeutische Wirkstoffe. 



06007939635 

Hypeiverzweigte StMrkefraktionen, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Konjugate 
mit pharmazeutischen Wirkstoffen 

Es ist bekannt. dad durch die Kopplung von hydraphiien Polymeren an Wirkstoffe, die 
parenteral applteiert werden. d.h. unter Umgehung des Magen-Darm-Traktes verabreicht 
warden, deren Nebenwirkungen reduziert werden kdnnen. Insbesondere kdnnen durch die 
Vergrofiemng des IVIoiekulargewiclits dieser Wirkstoffe renale Nebenwirkungen reduziert 
Oder sogar venmieden werden, wenn die Moiekiiigroae der Kopplungsprodukle Qber der 
Aussclilussgrenze der Niere, die wie ein Filter vt^rkt. iiegt (Nierenschweile). Die l\/lolekiilgr6ae 
des Konjugates wind dabel durch das passend ausgewahlte Molekulargewicht des zu 
konjugierenden Poiymers eingesteilt. 

Wirkstoffkonjugate mit hydrophilen Oiigomeren- oder Poiymeren konnen auch die 
Antigenizitat von therapeutlschen Proteinen herabsetzen und so die diesbezQgiichen 
Nebenwirkungen reduzieren oder vermeiden. 

Schiieliiich iassen sich durch die Koryugation von Wirksubstanzen mit Oiigomeren oder 
Polymeren. die hydrophil sind, die pharmakoklnetischen Halbwertszeiten, d.h. die 
Venweiizeiten der Kopplungsprodukta im Serum von Patienten, erheblich veriangem und so 
die Therapieintervalle der parenteralen Applikation erhebiich ausdehnen, Oiigomere oder 
Poiymere Verbindungen. die zor Kopplung geeignet sind, sind vor aliem Poiyethylenglykole 
[Herman, S., et.al., Poly(Ethyiene Glycol) with Reactive Endgroups: 1. Modification of 
Proteins, Journal of Bloactive and Compatible Polymers, 10. (1995) 145-187] oder auch 
Starkederivate hzw. Dextrane, die nach entsprechender Aktivieaing an Wirkstoffe gekoppeit 
werden. Dabei konnen an sich bekannte chemische Verfahren zum Einsatz kommen, die 
schon aus der Technik der Immobllisierung von Liganden an Festphasen bekannt sind. oder 
aus der Chemie der Proteinkopplung bzw. Vemetzung. Entsprechende Verfahren sind 
beschrieben in G.T. Hermanson et. al., Immobilized Affinity Ligand Techniques. Academic 
Press Inc. (1992) bzw. in S.S. Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking, 
CRC Press LLC (1993) und CP. Stoweil eL al., Neoglycoproteins. the preparation and 
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application of synthetic Glycoproteins, In: Advances in Carbohydrate Chemistry and 
Biochemistry, Vol. 37 (1980), 225-281. 

Insbesondere zu der Technik der Koppiung von Polyethylenglykol an pharmazeutische 
Wirkstoffe gibt es ein umfangreiches Literatun/erzeichnis. 

Wahrend Polyethylenglykole nicht im Korper ohne weiteres metabolisierbar sind. sind 
Starkederivate durch die korperelgene Serum-a-Amylase abbaubar. 
Durch ge^ignete Substitution. z.B. mit Hydroxyethylgruppen kann dieser Abbau gezielt 
verzdgert werden und eine maBgeschneiderte Kinetik der parenteral applizlerbaren 
Wirkstoffkoniugate erreicht werden [K. Sommenneyer et. al.. Krankenhauspharmazie. 
8. Jahrg, Nr. 8. (1987)]. 

Nachtellig an der Derivatisierung mit Hydroxyethylstarke ist jedoch. dali bekanntlich 
sogenannte Speicherfraktionen existieren [P. Lawin. et. al.. Hydroxyethylstarke. Eine aktuelle 
Obersicht. Georg Thieme Verlag (1989)] die aufgrund der regionalen hohen 
Substrtutionsgrade an bestimmten Stellen der Kohlenhydratkette keinen vollstandigen Abbau 
durch die Korperenzyme mehr zuiassen. 

In DE 102 17 994 A1 werden hyper^erzwelgte Polysaccharide zur Koppiung an Wirkstoffe 
beschrieben. die vollstandig im Korper abbaubar sind und deren Abbau durch die 
K6rperen2yme gleichzeitig gezielt steuerbar isL 

Die dort zitierten Verfahren zur Herstellung solcher Verbindungen sind relativ aufwandig und 
demzufolge teuer. 

So beschreibt EP 13 694 32 A2 die Herstellung von an sich geeigneten. hochverzweigten 
Polysaccharid-Fraktionen mit Molekulargewichten > 30.000 Dalton und Verzweigungs- 
graden > 10 mol-%. Bel der Herstellung werden mindestens zwei enzymatische Synthese- 
schritte beschrieben die komplementar sind. 

Der erste Schritt besteht in der Erhfihung des Verzwelgungsgrades von geeigneten 
Polysaccharid-Fraktionen wie Starke durch Umsetzung mit Verzweigungsenzymen. 
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2ur weiteren Erhflhung des Verzweigungsgrades wird dann in einem zwelten Schritt eine 
weitere enzymatlsche Nachbehandlung mit einem Enzym durchgefOhrt. Als hierbei geeignete 
Enzyme werden a-Amylase, p-Amylase Oder Anhydroglucosidase eingesetzt. 
Das beschriebene Verfahren in EP 13 694 32 A2 ist relativ aufwendig und teuer, insbeson- 
dere durch den Einsatz der kommerziell derzeit nicht erhaitlichen Verzweigungsenzyme. Es 
bestand daher die Aufgabe, kostengQnstige Hersteilverfahren fiir hyperverzweigte Starke- 
fraktionen zu finden. insbesondere fDr solche Fraktionen mit Moiekulargewlchten zwischen 
5.000 und 30.000 Darton, die Qbenviegend interessant sind fOr die Kopplung an pharma- 
zeutisclie Wirkstoffe. 

Oberraschenderweise haben wir nun gefunden, da& durch saure Hydrolyse abgebautes 
Amylopektin aus verschiedenen pflanzJichen Quellen. wie z. B. Wachsmaisstarke Oder 
Tapiokastarke bis zu einem Molekulargewicht von < 60.000 Dalton eine Anreichemng an 
a-1.6-glycosidischen Verzweigungsbindungen erfolgt. die betrSchtlich Ist. 
So ergibt sich 2. B. der Verzweigungsgrad einer durch saure Hydrolyse abgebauten Wachs- 
maisstarke bis auf das Molekulargewicht von 42.000 Daiton auf ca. 7 mol-%. Der Ausgangs- 
verzweigungsgrad der eingesetzten Wachsmaisstarke betrug hlngegen nur4 moi-%. 
Die Bestimmung der Verzweigungsgrade erfolgte durch NMR Spektroskopie. 
Bei dem hydrolytischen Abbau mit Saure der gleichen Wachsmaisstarke auf ein Moiekuiar- 
gewicht von 10.000 Dalton wurde eine ErhShung des Verzweigungsgrades sogar auf 
10 mol-% gemessen. 

Belm saurehydrolytischen Abbau einer nativen Tapiokastarke wurde ebenfalls ein 
Verzweigungsgrad von 10 moi-% einer 10.000 Dalton Abbaustarke gemessen. 

Oberraschendeiweise fOhrt der Abbau von Wachsmaisstarke mit o-Amyiase anstatt durch 
Saurehydrolyse gemaii PCT/EP 02/08 757 nicht zu einer signifikant stSrkeren Anrelcherung 
des Verzweigungsgrades, wie das Beispiei aus o.g. Schrift belegt. So wird bei einem 
Molekulargewicht Mw von 8.000 Dalton ein Verzweigungsgrad von 11 mol-% errelcht. 



SeitBS 



06007939635 



Der enzymatlsche Abbauschritt der Ausgangswachsmaisstarke durch a-Amylase liefert 
deshalb gegenQber dem sSurehydrolytischen Abbau keinen Vorteil, so dali der letztere 
besonders bevorzugt ist. 

Die hydrolytisch hergestellten niedermolekularen Abbaufraktionen kOnnen nun weiter selektiv 
abgereichert werden an a-1,4-giycosidischen Anhydroglucoseeinheiten durch eine weitere 
Belnandlung mit p-Amylase. wobei die entsprechenden p-Grenzdextrine entstehen. 
Beim Abbau mIt ^-Amylase werden selektiv Maltoseeinheiten in den auReren. nicht 
reduzierten Kettenenden abgespaiten, ohne daft a-1.6 giycosidische Verzweigungen gel&st 
werden. Der Abbau geht dabei bei den Sufteren Kettenenden bis auf etwa zwei Glucoseein- 
heiten vor denrt ersten auftretenden Verzweigungspunkt. 

So kann aus der oben angefuhrten saureliydrolytisch hergesteliten Wachsmaisstarke- 
Fraktion mit einem Molekulargewicht von 42.000 Dalton durch die Behandlung mit p-Amylase 
ein Verzwelgungsgrad von 14 mol-% erreicht werden. Gleichzeitig reduziert sich das 
l\4olekulargewicht auf 27.000 Dalton. 

Wie Beispiel 2 zeigt. wird dieses hochverzwelgte Polysaccharid nur verziigert durch 
a-Amylase abgebaut und ist deshalb geelgnet zur Kopplung an pharmazeutische Wirkstoffe 
im Gegensatz zu Poiysacchariden mit einem Verzwelgungsgrad < 10 %, da letztere durch 
die Serum-a-Amyiase innerhalb kQrzester Zeit abgebaut wQrden und somit die entsprechen- 
den Kopplungsprodukte mit pharmazeutischen Wirkstoffen pharmakokinetisch nicht sinnvoll 
waren. 

Bei der durch Saurehydrolyse hergestellten Amylopektin-Fraktlonen vom Molekulargewicht 
10.000 Dalton und einem Verzwelgungsgrad von 10 mol-% wird durch den p-Amylase-Abbau 
eIn Produkt mit einem Molekulargewicht von 7.000 Dalton und einem Verzwelgungsgrad von 
15 mol-% erreicht (Beispiel 4). 

Belm |3-Amylase-Abbau einer aus Tapiokastarke durch Saurehydrolyse hergestellten 
Fraktion mit dem Molekulargewicht 10.000 Dalton und einem Verzwelgungsgrad von 10 mol- 
% wird sogar ein Verzwelgungsgrad von 16 mol-% be! einem Molekulargewicht von 5.000 
Dalton erreicht (Beispiel 6). 
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Aus diesen. in den Beisplelen beschrlebenen Fakten folgt. da& hochverzweigte 
Polysaccharid-Fraktionen mit dem erfindungsgemaiien Verfahren hergestellt werden konnen 
mit IVIolekulargewlchten < 30,000 Dalton und Verzweigungsgraden bis zu 16 moU%, die 
geeignet sind zur Kopplung an phamiazeutlsche WIrkstoffe. da sie durch a-Amylase 
entsprediend langsam abgebaut werden. 

Sofem der saurehydrolytlsche oder a-Amylase-Abbau noch welter getrieben wirti. sind sogar 
noch hflhere Verzweigungsgrade mogllch. allerdlngs nur fur Molekulargewlchtsfraktionen die 
unterhalb von 5.000 Dalton liegen. 

a- und p-Amylase sind kommerziell erhaltliche, kostengQnstlge Enzyme. Aufgmnd der 
einfach durchzufOhrenden SSurehydrolyse bzw. des a- oder p-amylolytischen Abbaus sowie 
der Reinlgungsstufen Qber Ultrafiltration mit passenden Membranen. die ausgewahit sind 
entsprechend dem zu erreichenden Molekulargewlcht des Endproduktes. ist das 
erfindungsgemaiie Verfahren einfach und kostengOnstlg. 

PCT WO 02/08 0979 A2. PCT/EP 02/06 764, PCT Wo 03/07 04088 A2. 
PCT WO 03/07 4087 A1 . PCT/EP 03/13 622. DPA - 102 54 745.9 sowie PCT/EP 04/00 488 
beschreiben Verfahren zur Kopplung von Hydroxyethylstarken an pharmazeutische Wirk- 
stoffe. Insbesondere therapeutische Proteine. 

Die dort genannten Reaktlonen sind vollstandig auf die vorliegende Erfindung Qbertragbar, 
wie auch die Beispiele 11 und 12 zeigen. 

Ebenso sind die in den genannten Schriften genannten WIrkstoffe vorteilhafter mit den 
erfindungsgemaaen. vollstandig abbaubaren hochveizweigten Polysaccharfden zu 
konjugieren anstatt mit den dort genannte Hydroxyalkylstarke-Fraktionen. Letztere weisen 
den Nachtell der nicht vollstSndigen Metabolisierung auf infolge der EinfOhrung von Hydroxy- 
alkylgmppen in das PolysaccharidmolekOI. 
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Beispiele 

Beisplel 1 

Herstellung einer Wachsmaisstarke Abbaufraktlon < 60.000 Dalton durch Saurehydrolyse. 
55 g dOnnkochende WachsmaisstSrke warden in 1000 ml entionlsierlem Wasser suspendiert 
und die suspension unter RQckfluB zum sieden gebracht. Dabei tost sfch die Wachsmals- 
starke vollsiandig auf. Nach dem L6sen wird der pH-Wert mit 1N HCI auf einen pH-Wert von 
2.0 gebracht und der Ansatz eine Stunde Im RQckfluli erhitzt. 

Nach dem Abkuhlen wird gegen entionisiertes Wasser mit einer Membran vom nomineilen 
cut off von 5 kD uitrafiltriert und dabel niedermolekulare Abbauprodukte und die SalzsMure 
entfernt. 

Die gereinigte Substanz wird durch Gefriertrocknung isoiiert. 
Die Ausbeute betragt 60 %. 

Die Charakterisierung der Substanz ergab ein Moiekuiargewicht Mw von 42.000 Dalton (Qber 
HPGPC) sowie einen Verzweiguogsgrad von 7 mol-% (ilber NMR). 

Beispiel 2 

Herstellung des p-Grenzdextrins aus der Starke-Abbaufraktion nach Beispiel l 
10 g der Wachsmalsstarke-Abbaufraktlon aus Beispiel 1 warden in 1000 ml 0.15 molarem 
Acetatpuffer pH 4.2 gelost und mit 10 Einheiten/ml p-Amylase (Fa. Sigma; p^mylase Type I- 
B from sweet potato. Art.-Nr. A7005) versetzt. 

Der Ansatz wird bei 25 "C Qber 1 2 Stunden ausreagieren gelassen. Danach erfolgt die 

inaktivierung des Enzyms durch Erhitzen des Ansatzes auf 100 X fUr 10 Minuten. 

Nach dem AbkOhlen wird zur Entfemung des Enzyms der Ansatz mit ca. 2 Gew% Aktivkohle 

(bezogen auf das Substrat) zugegeben und abfiltriert. Nach Ultrafiltration zur Entfemung der 

Maltose und des Puffers wird bei einer l^embran mit einem nomineilen cut off von 1 kD das 

P-Genzdextrin durch Gefnertrocknung isolierL 

Ausbeute: 60 %. 

Die Charakterisierung erigab einen Verzwelgungsgrad von 14 mol-% (Qber NMR) sowie 
ein l^ittleres Moiekuiargewicht mW von 28.000 Dalton. 

Settee 
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Beispiel 3 

Herstellung einer Wachsmaisstarke-Abbaufraktlon durch SSurehydrolyse mit einem 
Molekulargewicht < 16 kD. 

Die Durchfuhrung erfolgt analog Beispie 1 , wobei die Hydrolysezelt auf ca. 4 Stunden 
veriangert wird. Der genaue Endpunkt der Hydrolyse wird durch Inprozess-HPGPC 
festgelegt. Die Ultrafiltrations-Relnigung erfolgt Qber eine Membran mit einem nominellen cut 
off von 1 kD. 

Die Ausbeute betrug 25 %. 

Die Charakterisierung der Substanz ergab ein Mw von 10.000 Dalton sowie einen 
Verzweigungsgrad von 10,3 mol-% (Qber NMR). 

Beispiel 4 

Herstellung eines p-Genzdextrlns aus der Abbaufraktion nach Beispiel 3. 
Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 2, 
Die Ausbeute betrug 60 %. 

Die Charakterisierung der Substanz ergab einen Verzv/eigungsgrad von IS mol-% (Qber 
NMR) sowie ein mittleres Molekulargewicht Mw von 7.000 Dalton. 

Beispiel 5 

Herstellung einer Taploka-Abbaustarke durch Saurehydrolyse mit einem Molekulargewicht < 
15.000 Dalton. 

55 g native Tapioka-Starke werden in 1 000 ml entionisiertem Wasser in der Hitze unter 
RQckfluR verkleistert. 

Danach werden 11 ml 1 N HCI zur EInstellung eines pH-Wertes von ca. 1 .9 zugegeben. 
Nach ca. 30 Minuten wird das Gel dQnnflQssig und der Ansatz anschlieliend 7 Stunden unter 
RQckflufi erhitzt. Nach AbkiJhIen wird von Niederschlag und Trubung abfiltnert und gegen 
entfonisiertes Wasser ultrafiltriert mit einer Membran des nominellen cut ofPs von 1.000 
Dalton. 

Die Ausbeute war 24,4 %. 
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Die Charakterislerung der Substanz ergab einen Verzweigungsgrad von 9,6 mol-% (uber 
NMR) sowie ein Molekulargewicht Mw von 10.000 Dalton. 

Bejspiel 6 

Herstelfung eines Grenzdextrins aus der Substanz nach Beispiel 5 
Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 2. 

Die Ausbeute betmg 55 %, was einem Grenzdextrin von 45 % entspricht. 

Der gemessene Verzweigungsgrad (iiber NIVIR) betrug 16 mol-%. das MoJel^ulargewicht 

Mw 5.000 Dalton (uber HPGPC). 

Beispiel 7 

a-Amylase-Abbau der hochverzweigten Polysaccharid-Fral(tion aus Beispiel 2. 
Die Wachsmalsstarlce-Abbaufraktlon aus Beispiel 2 wird In Isotonem Phosphatpuffer pH 7.2 
zu 1 % aufgeiast. Die Losung wird auf 37.0 "C gebracht und 0.5 I.E./ml a-Amylase aus 
Schweinepancreas (Fa. Roche; AS, ArL-Nr. 102 814) zugegeben. 

Nach jeweils 1 und 3 Stunden werden Proben entnommen. das Enzym dutch Hitze inaktivlert 
und das IMolekulargewicht der verbleibenden hShermolekularen Fraktion durch HPGPC 
bestimmt. 

Es wurden folgende Werte gemessen: 
Ausgangs-Molekulargewicht (0 Stunden-Werl): 28.000 Dalton 
Molekulargewicht nach 1 Stunde: 11.000 Dalton 

Molekulargewicht nach 3 Stunden: 7,000 Dalton 
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Beispiel 8 

a-Amylase-Abbau der hochverzweigten Polysaccharid-Fraktlon aus Beispiel 4. 
Der in vitro a-Amylase-Abbau-Versuch erfolgt wie in Beispiel 7, 
Es ergaben sich fofgende Molekulargewichte: 
Ausgangs-Molekulargewicht (0 Stunden-Wert); 7.000 Dalton 
Molekulargewicht nach 1 Stunde: 5.500 Dalton 

Molekulargewlcht nadn 3 Stunden: 4.600 Dalton 

Beispiel 9 

In vitro Abbau-Versuch mit a-Amylase eines handelsQblichen Plasmaexpanders (Hydroxy- 

ethylstarke 130/0.4 - im Handel als 'Voluven"). 

Der Versuch wurde analog Beispiel 7 durchgefCihrt. 

Die gemessenen Molekulargewichte Mw betrugen: 

Ausgangs-Molekulargewicht (0 Stunden-Wert): 140,200 Dalton 

Molekulargewicht nach 1 Stunde: 54.700 Dalton 

Molekulargewicht nach 3 Stunden: 33.700 Dalton 

Die Abbaugeschwindlgkelt des handelsiibiichen Plasmaexpanders auf Hydroxyethylstarke ist 
dem Versuch zufolge verglelchbar mit der Abbaugeschwindigkeit der hochverzweigten Poly- 
saccharid-Fraktionen aus den Beispielen 7 und 6. wobei infolge des hfiheren Verzweigungs- 
grades die Substanz aus Beispiel 8 etwas langsamer abgebaut wird als die aus Beispiel 7. 

Beispiel 10 

Oxidation der hochverzweigten AbbaustSrke aus Beispiel 4 an der reduzierenden Endgruppe 
zur AldonsSure. 

Aus der nach Beispiel 4 hergestellten hochverzweigten Abbau-Starke-Fraktion wird eine 
25 %-ige Losung in entionislertem Wasser heigestellt. 
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Zur Losung wird ein 3,5-facher molarer Oberschuli (bezogen auf die reduzierende 
Endgruppe) einer O.OS molaren lodlosung portionsweise langsam zugegeben und jeweils mit 
0,1 N NaOH (3-fach molare Menge bezogen auf lod) portionsweise entfemt. 
Nach der Zugabe wird Qber Naclit bei Raumtemperatur welter reagieren lessen und die 
Losung ansctilieUend dialyslert mit einer Membran des nominellen cut offs 1 kD, wobei der 
pH-Wert kontrolliert wind. 

Nach Emeichen eines pH-Wertes von ca. 6 im DIalysat und OberprOfung auf lodidfreiheit 
durch Zusetzen von Natriumiodat und Ansauem wird der Ansatz mit 0,1 N HCI auf 
pH 2,5 eingestellt und solange weiter diaiysiert bis das Ultrafiltrat pH 5 aufweist. 
Das Produkt wird durch Qefrlertrocknung Isoliert. 
Ausbeute: 80 % der Theorie 

Oxidationsgrad < 90 % (bestimmt Qber die reduzierende Endgruppe). 
Belspiel 1 1 

Umsatz der AldonsSure aus Beispiel 10 mit bovinem Serumalbumin (BSA). 

66 mg Aldonsaure aus Beispiel 10 werden in 0.5 ml DMF (trocken) gelfist und mit 3,4 mg 

NN'-DisuccinlmWylcarbonat versefcst und 2 Stunden bei Raumtemperatur ausreagieren 

gelassen. 

0,5 mi einer 1%-lgen BSA'L5sung werden mit 180 ml einer 1 molaren BIcarbonatlfisung 
versetzt und anschlieaend 2 Portionen von jeweils 100 pi der aktivierten AldonsSure 
tropfenwelse der BSA-L6sung zugefQgt und jeweils eine halbe Stunde ausreagieren 
gelassen. 

Danach wird der Ansatz mit SalzsSure auf pH 7,4 eingestellt. 

Die Untersuchung der Reaktionslosung mfttels HPGPC ergab eine Ausbeute an Kopplungs- 
produkt von > 95 % des eingesetzten BSA's. 
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Patentanspriiche 



1 . Verfahren zur Herstellung von hochverzweigten Starlce-Polysaccharid-Fraktlonen, 
dadurch gekennzeichnet, da& 

- in einem ersten Schritt pflanzliche Amylopektine oder amylopektinreiche Starke 
saurehydrolytisch oder durch a-Amylase Abbau auf Molekulargewichte < 60.000 
Dalton abgebaut warden und anschlieaend von nledermolekularen Verunreinigungen 
durch Ultrafiltration gerei'nigt warden und 

- In einem 2weiten Schritt die aus Schritt 1 eriialtenen Produkte einem p-Amylase- 
Abbau zur Herstellung der entsprechenden Grenzdextrine untenworfen werden und 
danach von Maltose durch Ultrafiltration gereinigt werden. 

2. Hochverzweigte Stari<e.Polysaccharid-Fraktionen gemSli Anspruch 1 dadurch gekenn- 
zeichnet. da& 

- der Verzweigungsgrad o-1 .6-glycosidischer Olucoseelnheiten zwischen 10 und 
20 mol-% betragt und 

- das Molekulargewicht Mw zwischen 2.000 und 29.000 Dalton betragt. 

3. Konjugatlonsprodukte von hochverzweigten Starice-Polysaccharid-Fraktionen gemSB 
Ansprtichen 1. und 2. mit pharmazeutischen WIrkstoffen. 
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